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Utilisation de la somatostatins ou d T un de ses analogues pour preparer un 
medicament destine a reguler la reserve folliculaire ovarienne 
chez la femme non mfriopausSe 



L'invention concerne l'utilisation de la somatostatine ou d f un de ses analogues 
agonistes pour preparer un medicament destine a r6guler la reserve folliculaire 
ovarienne chez la femme non menopaus6e, ou celle d'un analogue antagoniste de la 
somatostatine pour pr6parer un medicament destine a accelerer l'entr6e en croissance 
5 des follicules quiescents chez la femme non mfenopausee. L'invention concerne encore 
l'utilisation in vitro de la somatostatine ou dun de ses analogues agonistes pour inhiber 
l'entree en croissance de follicules quiescents dans un tissu ovarien, ou Tutilisation in 
vitro d'un analogue antagoniste de la somatostatine pour accelerer l'entree en croissance 
des follicules quiescents dans un tissu ovarien. 

10 Chez la femme, comme chez tous les mammiferes, la fertilite est dependante de la 
presence dans les ovaires des gametes femelles appeles "ovocytes". Dans Tespece 
humaine, le capital ovocytaire est constitue une fois pour toutes k la naissance ; le 
nombre d'ovocytes est alors compris entre 500 000 et 1 million par ovaire. Ces ovocytes 
sont entoures de quelques cellules de la granulosa ; cet ensemble fonctionnel est appele 

15 follicule ovarien (Gougeon, A., Endocrine Reviews (1996), 17, 121-155). A la 
naissance, mais aussi tout au long de la vie jusqu'a la menopause, la majorite des 
follicules ovariens sont h. un stade de repos. 

D&s sa constitution, le capital ovocytaire s'amenuisera progressivement : ainsi, il y aura 
environ 200 000 follicules par ovaire a la puberte, environ 80 000 a 20 ans, environ 
20 30 000 h 30 ans, environ 10 000 a 40 ans, le capital etant pratiquement epuise vers l'age 
de 50 ans (cf. Gougeon, A. et Lef&vre, B., « Folliculogenese et maturation ovocytaire » 
dans Medecine de la reproduction, 3 e edition, Ed. Flammarion, p. 49). L'epuisement du 
capital ovocytaire correspond cliniquement a la menopause. Les follicules au repos 
presents dans Tovaire a un moment donn6 constituent la "reserve ovarienne"-. 

25 Deux mecanismes sont impliques dans Tepuisement progressif de la reserve ovarienne. 
Environ 80% des follicules disparaitront par entree en apoptose, tandis que les 20% 
restants entreront en croissance. Ces derniers entreprendront alors un long processus de 
developpement (environ 6 mois) menant une minorite d'entre exix (environ 400 pendant 
toute la vie) au stade de follicules preovulatoires contenant un ovocyte mature apte a 

30 etre feconde (Gougeon, A., Endocrine Reviews (1996), 17, 121-155). La majorite des 
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follicules en croissance disparaissent par apoptose conduisant a leur involution; 
Tapoptose les frappe k n ! importe quel stade de leur d6veloppement 

Le passage du stade follicule quiescent au stade de follicule en croissance est un 
phenom£ne continu mais d'intensite variable. En particulier, il s'accelere dans les 10 a 
5 15 annees precedant la menopause, des l'age d'environ 38 ans. 

Les facteurs stimulant les premieres etapes de croissance (a partir du grand follicule 
primaire) sont relativement bien connus. Us incluent les gonadotrophines (LH et FSH) 
mais surtout des facteurs de croissance et des steroides tels que les androgynes. Par 
contre, les mecanismes controlant Tinitiation de la croissance folliculaire sont mal 

10 connus. II est bien etabli que cette etape de la folliculogen&se n'est pas dependante des 
gonadotrophines (LH et FSH) (cf. par exemple Bullun, S. et Adashi, E., Williams 
Textbook of Endocrinology, Tenth Edition (2003), 587-664). Une hormone nommee 
AMH (Anti-Mullerian hormone) pourrait etre impliquee dans le maintien en quiescence 
des follicules tandis qu'un peptide nomine Kit-Ligand (aussi appele SCF) pourrait etre 

15 impliqu6 dans l'activation des follicules au repos vers la croissance. En outre, un facteur 
de croissance nomme GDF-9 semble important pour soutenir la croissance une fois 
enclenchee. 

La somatostatine (SST) est un peptide cyclique present sous deux formes dans 
Torganisme, une forme contenant 14 acides amines et une forme contenant 28 acides 

20 amines. Lactivite biologique de ces deux formes de SST est semblable. La forme 
SST- 14 est la forme predominante au niveau du systeme nerveux central. Elle inhibe la 
secretion de Thormone de croissance par les cellules somatotropes de Tante-hypophyse. 
La forme SST-28 est pref6rentiellement exprimee au niveau de Testomac et du pancreas. 
Uactivite biologique de la SST est induite par l'intermediaire d'une serie de recepteurs 

25 membranaires couples a une proteine G, dont 5 sous types ont ete caracterises, a savoir 
les sous-types SSTR1 a SSTR5 (Reubi, J.C., Cancer Res., 47, 551-558 ; Resine, T., et 
coll., Endocr. Review, 16, AH - 442 ; Lamberts, SW. et coll., Endocr. Review, 12, 
450-482). 

La presence de SST au niveau de Tovaire a ete demontree chez plusieurs especes dont le 
30 pore (Mori, T. et coll., Acta Endocrinol (Copenh.) (1984), 106(2), 254-259), le rat 
(McNeill, D.L. et coll., Am. J. Anat (1987), 179(3), 269-76) et la femme (Hoist et coll., 
Hum. Reprod. (1994), 9(8), 1448-1451). Les recepteurs a la SST ont ete identifies dans 
Tovaire du rat (Lidor, A. et coll., Gynecol Endocrinol (1998), 12(2), 97-101) ainsi que 
dans Tovaire humain en particulier les sous types 1, 2 A et 5 (Strauss et coll., Hum. 
35 Reprod. (2003), 18, SuppL 1, P-495). 
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La contribution de la SST dans la physiologie ovarienne a ete etudiee par plusieurs 
auteurs. Chez le rat, Tadministration in vivo de SST semble reduire le nombre de 
cellules hypophysaires produisant LH et FSH ainsi que le nombre de follicules 
pre-ovulatoires dans l'ovaire (Nestorovic et coll., Histochem. J. (2001), 33(11-12), 

5 695-702). In vitro, la SST inhibe Taromatase et la production de progesterone, stimulees 
par FSH, dans un modele de cellules de la granulosa (Andreani, C.L. et coll., Hum. 
Reprod. (1995), 10(8), 1968-1973). Chez le pore, la SST inhibe l'augmentation de 
TAMPc induite par LH et la forskoline dans les cellules de la granulosa (Rajkumar, K. 
et coll., J. Endocrinol. (1992), 134(2), 297-306), et semble inhiber la maturation 

10 nucleaire de l'ovocyte preovulatoire (Mori, T. et coll., Acta Endocrinol. (Copenh.) 
(1985), 110(3), 408-412). Chez la femme, des etudes in vitro sur des cellules de la 
granulosa issues de follicules pre-ovulatoires suggerent un role inhibiteur direct de la 
SST sur la synthese de l'IGF-BPl et de la progesterone (Hoist, N. et coll., Fertil Steril 
(1997), 68(3), 478-482). Chez la femme, in vivo, SST est capable de reduire la secretion 

15 de LH par l'hypophyse, de diminuer la production d'androgenes et les taux seriques de 
riGF-1. Par contre, SST augmente les taux seriques de T1GF-BP3 (Fulghesu, A.M. et 
coll., Fertil. Steril (1995), 64(4), 703-708; Piaditis, G.P. et coll., Clin. Endocrinol. 
(Oxf) (1996), 45(5), 595-604). La SST a ete co-administree avec de la FSH lors de 
traitement d'induction de l'ovulation chez des patientes presentant une infertilite 

20 resultant d f un syndrome des ovaires polykystiques. La capacite de la SST a diminuer les 
taux s6riques de LH, et a diminuer les taux seriques dliormone de croissance et d'IGF-I 
a ete confirmee. Cet effet endocrinien ne s f est pas cependant pas accompagne d'un 
impact significatif sur la croissance folliculaire induite par l f administration de FSH 
(Lidor, A. et coll., Gynecol Endocrinol (1998), 12(2), 97-101; van der Meer, M. et 

25 coll., Hum. Reprod. (1998), 13(6), 1465-1469). En resume, il a ete rapporte a ce jour un 
effet marginal de la SST sur la secretion hypophysaire de LH et sur la production de 
progesterone par les cellules de la granulosa des follicules pre-ovulatoires. 

Les Demanderesses ont maintenant dScouvert de fa$on surprenante que la SST et ses 
analogues ont la capacite d'inhiber le passage des follicules d'un stade quiescent a un 
30 stade de croissance et que cette faculte ouvrait a ces composes de nouvelles utilisations 
therapeutiques. 

L'interet de cette decouverte reside en premier lieu dans Topportunite d'utiliser la SST 
ou un analogue agoniste de la SST pour preparer un medicament destine a diminuer, 
voire inhiber Tentree en croissance des follicules au stade quiescent. En second lieu, 
35 Ton pourra aussi utiliser mi analogue antagoniste de ce peptide pour preparer un 
medicament destine a accelerer Tentree en croissance des follicules quiescents. 
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II existe en effet un ensemble de situations cliniques pour lesquelles il serait 
medicalement souhaitable pour la patiente de ralentir l'utilisation de la reserve 
ovarienne afin de differer l'epuisement de cette derni&re et done de preserver la fonction 
ovarienne et la fertilite. Ces situations sont typiquement, et de mantere non exclusive, 
5 les patientes a risque de menopause pr6coce. II est en effet bien connu que certaines 
patientes presentent un epuisement premature de leur capital folliculaire. La menopause 
survient alors avant Tage de 40 ans et parfois meme avant Tage de trente ans. II est 
souvent possible de prevoir cette menopause precoce sur la base d'antecedents 
familiaux, ou d'anomalies genetiques telles que le syndrome de Turner (complet ou 
10 partiel). Dans cette situation, radministration de SST ou d'un de ses analogues 
agonistes sera preventive et aura pour but de ralentir Tentree en croissance des follicules 
quiescents. 

II en est de meme pour les patientes pr6sentant une difficulty a concevoir et dont Tage 
chronologique ou l'age biologique de leurs ovaires correspond k la periode 
15 d f acceleration de la mobilisation des follicules quiescents : ralentir cet epuisement du 
capital folliculaire devrait permettre d ! augmenter l'efficacite des traitements et 
Topportunite d'obtenir une grossesse. 

Une autre situation clinique pouvant beneficier d'un traitement par la SST ou par un de 
ses analogues agonistes est la greffe (preferablement autologue) d'ovaire ou de 

20 fragments d'ovaire. Dans ce contexte, la reprise de la fonction ovarienne est souvent 
transitoire et s'accompagne d'une epuisement precoce du nombre de follicules 
primordiaux (Baird, D.T. et coll., Endocrinology (1999), 140, 462-471). II a en effet ete 
demontre que, lors de la transplantation, les cellules de la granulosa des follicules en 
croissance sont plus disposees a entreprendre un phenom£ne d'apoptose que celle des 

25 follicules primordiaux (Liu, J. et coll., Hum. Reprod. (2002), 17, 605-611). De plus, le 
prelevement de tissu ovarien et leur fragmentation entrainent une mobilisation massive 
et rapide des follicules primordiaux vers un stade de follicules primaires tardifs 
(cf. Wandji S-A, et at, Hum. Reprod. (1997), 12, 1993-2001; cf egalement le groupe 
controle de Texemple de la presente demande). 

30 Dans le cadre de cette application, des analogues agonistes de la somatostatine (ou la 
somatostatine) pourront etre ajout6s aux divers milieux de prelevement, lavage, 
conservation, congelation et decongelation du tissu ovarien en vue de greffes. 
I/invention concerne done Egalement les milieux correspondants comprenant un 
analogue agoniste de la somatostatine. Elle concerne de meme ^utilisation d'un 

35 analogue agoniste de la somatostatine comme adjuvant protecteur pour les milieux de 
prelevement, lavage, conservation, congelation et decongelation du tissu ovarien. 
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Par ailleurs, Putilisation in vitro de somatostatine ou d'analogues agonistes de la 
somatostatine pourra egalement etre utile dans le domaine des analyses toxicologiques 
et dans la production in vitro d'ovocytes matures a partir de tissu ovarien frais ou 
congele. Pour les premieres, lors de tests de Peffet de nouvelles entites chimiques sur 

5 les follicules ovariens et leur croissance, Pajout a Pechantillon folliculaire d'un 
analogue agoniste de la somatostatine permettra de ralentir la croissance folliculaire et 
ainsi d'observer plus facilement un effet eventuel deceleration de ladite croissance 
occasionne par lesdites nouvelles entites chimiques. L'ajout d'antagoniste de la 
somatostatine permettra de mobiliser la reserve folliculaire vers les phases de croissance 

10 et de mieux evaluer Pimpact de nouvelles entites chimiques sur ce phenomene. Pour la 
production in vivo d'ovocytes matures, Pajout a Pechantillon folliculaire d'un analogue 
agoniste de la somatostatine permettra de ralentir la croissance folliculaire durant la 
phase initiate de mise en culture. L'ajout d'antagoniste de la somatostatine dans un 
second temps permettra de mobiliser la reserve folliculaire vers les phases de croissance 

15 permettant Pobtention d'un nombre superieur de follicules matures et done d' ovocytes 
fertilisables. 

L'utilisation d' analogues agonistes de la somatostatine (ou la somatostatine) chez des 
patientes ayant des ovaires polykystiques pr6senterait Sgalement un interet. En effet, de 
nombreuses observations suggdrent que les ovaires polykystiques possedent une 

20 population folliculaire anormalement elevee (cf. Hughesdon, Obstet Gynecol. 
Surv. (1982), 37(2), 59-77). La production d'androgenes en exces par ces follicules en 
surnombre pourrait etre a 1'origine des desordres metaboliques et endocriniens observes 
chez ces patientes. De plus, une diminution significative de cette population folliculaire 
par resection ovarienne, cauterisation ou ultra-violets, constitue Pune des thSrapeutiques 

25 les plus efficaces puisqu'elle permet aux patientes d'ovuler k environ 80% et de devenir 
enceintes a 75% en taux cumule sur 18 mois. Ainsi, Padministration r6guli6re d'un 
analogue agoniste de la somatostatine (ou de somatostatine) devrait entramer une 
diminution du nombre de follicules en croissance et done des follicules antraux 
suniumeraires producteurs d'androgenes ayant pour consequence la reprise de cycles 

30 ovulatoires fertiles de fapon transitoire ou permanente. 

Par ailleurs, Putilisation d' analogues agonistes de la somatostatine (ou de 
somatostatine) chez des patientes sur le point de subir, subissant ou ayant subi une 
chimiotherapie ou une irradiation (a visee therapeutique ou autre) reduira le risque de 
menopause pr6coce en prevenant la mobilisation acceleree de la reserve folliculaire qui 
35 la rendrait plus sensible aux agents de la chimiotherapie ou aux rayonnements ionisants. 
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D'autres applications peuvent encore etre envisagees, en particulier dans le domaine 
veterinaire. L'invention pourrait etre mise au service de la sauvegarde des esp^ces, 
1 'utilisation d'analogues agonistes de la somatostatine (ou de somatostatine) permettant 
de preserver la reserve ovarienne des femelles. De meme, des analogues antagonistes de 
5 la somatostatine peuvent etre utilises dans le cadre de fgcondations in vitro ou in vivo 
chez animaux de haute valeur commerciale. De tels animaux de haute valeur 
commerciale peuvent notamment etre des chevaux, des bovins, des ovins ou des 
caprins ; il peut egalement s'agir d'animaux d'origine transgenique. 

En dehors des pathologies evoquees precedemment, un ralentissement systematique de 
10 Fepuisement de la reserve ovarienne pourrait etre envisage chez la femme ne soufifrant 
d'aucun dysfonctionnement ovarien. Dans les pays industrialises, l'allongement continu 
de Tesperance de vie (actuellernent environ 83 ans en France) s'accompagne d'un 
allongement de la periode post-menopausique et des troubles qui y sont 
associes : cardiopathies, ost6oporose, vieillissement cutane, etc. Des doutes apparaissent 
15 quant a l'innocuit6 k long tenne des traitements hormonaux substitutifs de la 
menopause. En consequence, une alternative 616gante consisterait k dScaler Tage de 
survenue de la menopause. Cela reduirait d'autant la periode postmenopausique et les 
risques associes. Ce decalage ne signifierait pas pour autant que la fertilit6 pourrait etre 
maintenue jusqu'a 60 ans et plus. En effet de nombreux travaux suggerent que la 
20 fonction ovarienne est maintenue tant qu'un nombre minimum de follicules de la 
reserve est maintenu, et qu'en depit d'une fonction ovarienne "normale" (taux de 
stSroides peu affectes), les possibilites de grossesse sont extremement faibles. 

Dans les situations ou Ton souhaite ralentir l ! utilisation de la reserve ovarienne, on 
utilisera selon l'invention la somatostatine naturelle (SST14 ou SST28), ou, de 

25 preference, un analogue agoniste de la somatostatine (naturel ou synthetique). 
Uanalogue agoniste de la somatostatine peut etre un polypeptide cyclique ou non 
cyclique, une proteine de fusion ou de recombinaison, une entile chimique non 
peptidique (i.e. peptidomimetique) ou encore un peptide «SS-like» tel que la 
corticostatine. Les analogues agonistes a utiliser devront presenter une haute affmite 

30 pour le recepteur SST et induire une activity fonctionnelle de celui-ci telle que 
Tinhibition de la s6cretion d'hormone de croissance par des cellules somatotropes de 
Thypophyse et/ou I'inhibition de la proliferation in vitro de cellules d'ad6nome 
hypophysaire. De preference, l'analogue agoniste de la somatostatine aura une haute 
affinity pour l'ensemble ou au moins 2 ou 3 des sous types de recepteurs de la SST ou 

35 alors une affinite privilegiee pour au moins Pun des sous-types 1, 2, 3, 4 et 5 (par 
exemple pour le sous-type 2). 
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Des analogues agonistes de la somatostatins ont ete decrits notamment dans la demande 
de brevet PCT WO 01/00676 ou WO 98/08528 ou encore dans les brevets 
US 6,387,932, US 6,268,342, US 6,057,338, US 6,025,372. 

Selon une variante particuliere de 1 'invention, les analogues agonistes de la 
5 somatostatine seront des composes de formule generate (I) 

cyclo[A - ZZa - (D/L)Trp - Lys - X, - X 2 ] (I) 

12 3 4 5 6 

dans laquelle : 

NH — | — CO 

CH 2 
R 2 

(a) (b) 

Ri representant independamment a chaque fois qu'il intervient tin radical phenyle 
eventuellement substitae dans lequel les substituants eventuels sont choisis 
independamment parmi \m atome halogene et les radicaux m6thyle, ethyle, methoxy et 
15 ethoxy, 

R 2 representant -Zi-CH 2 -Ri 5 -CH 2 -CO-0- CH 2 -Ri, 




Zi 6tant O ou S ; 

X 2 est un a»aminoacide ayant un residu aromatique sur-la chame laterale C a , ou une 
20 unite acide amine choisie parmi Dab, Dpr, Dpm, His, (Bzl)HyPro, thienyl-Ala, 
cyclohexyl-Ala et t-butyl-Ala ; 



Xi est un radical de formule (a) ou (b) 



10 



NH — i — CO — 
CH Q 



II 
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A est un residu divalent choisi parmi Pro, 




Cr-co-, 



R 3 ~NH-CO-0-R b -CH(NR 4 )-CO-, R ir CH(NR 4 )-CO- et -NR^CK^-CO- 



5 R 3 est NRgR^C^alkyl&ie, guanidino-C 2 -6alkyldne ou C 2 .6alkyl£ne-COOH, R3a est H, 
C^alkyle ou a independamment 1'une des significations donnees pour R 3 , R 3b est H ou 
Ci_4 alkyle, Ra est OH ou NR5R6, Rb est -(CH 2 )i-3- ou -CH(CH 3 )-, R4 est H ou CH 3 , R4a 
est benzyle eventuellement substitue sur le cycle aromatique, chacun de R 5 et R$ est 
independamment H, Ci^alkyle, G>-amino^i^alkyl6ne, o>hydroxy-CMalkylene ou 

10 acyle, R 7 est une liaison directe ou Ci-ealkylene, chacun de Rs et R9 est 
independamment H, Ci^alkyle, G)4iy<koxy-C 2 -4alkyl&ne, acyle ou 
CH 2 OH-(CHOH) c -CH 2 - dans lequel c est 0, 1, 2, 3 ou 4, ou Rs et R 9 ferment ensemble 
avec Tatome d' azote auquel ils sont attaches un groupe heterocyclique qui peut 
comprendre un heteroatome supplemental, et Rn est benzyle eventuellement substitue 

15 sur le cycle aromatique, <CH 2 )i- 3 -OH, CH 3 -CH(OH)- ou -(CH 2 )i- 5 -NR 5 R6, et ZZ a est 
une unite a-aminoacide naturelle ou non naturelle ; 

etant entendu que Xi, X 2 et Lys ont chacun la configuration L ; 

ou bien seront des sels phannaceutiquement acceptables ou des formes proteg6es de 
composes de formule generate (I). 

20 ZZa peut avoir une configuration D ou L. ZZ a peut etre par exemple Thr, Ser, Ala, Val, 
lie, Leu, Nle, His, Arg, Lys, Nal, Pal, Tyr, Trp, Phe substitue sur le noyau aromatique ou 
N a ~benzyl-Gly. Lorsque ZZ a est Phe, son noyau benzenique peut §tre par exemple 
substitue par NH 2 , N0 2 , CH 3 , OCH 3 ou un atome halogene, de preference en position 
para, Lorsque ZZa est Phe, son noyau benz6nique est de preference non substitue. 

25 Lorsque A comprend un residu aminoacide Pro, tout substituant present sur le cycle 
proline, par exemple R 3 -NH-CO-0- etc., est de preference en position 4. De tels residus 
proline substitu6s peuvent se presenter dans la forme cis, par exemple 
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comme dans la forme trans form. Chaque isomere g£ometrique individuellement ainsi 
que des melanges de ces isomeres sont concernes par les utilisations selon 1' invention. 

Lorsque A est (>^R9-C2-6alkyte^ dans lequel NRgR 9 forme un 

5 groupe heterocyclique, ledit groupe peut etre aromatique ou sature et peut comprendre 
un atome d' azote ou un atome d' azote et un second heteroatome choisi parmi T azote et 
l'oxygene. De preference, le groupe heterocyclique est' par exemple pyridyle ou 
morpholino. Le radical C 2 -6alkylene dans ce residu est de preference -CH2-CH2-. 

Un groupe acyle tel que R5, R6, Rs et R 9 dans A peut etre par exemple un groupe 
10 R12CO- dans lequel R12 est H, C^alkyle, C2-4alkenyle, C3-6cycloalkyle oubenzyle, et de 
m6thyle ou 6thyle. Lorsque R4a ou Rn dans A est benzyle substitute sur le noyau 
aromatique, le noyau benzenique peut etre substitue comme indique ci-dessus pour ZZ a . 

Selon une variante prefer6e de rinvention, les analogues agonistes de la somatostatine 
seront des composes de formule generate (IT) 




NH 2 



(ID 



15 dans laquelle R est NRi 0 Rn-C 2 -6alkylene ou guanidine-C 2 -6alkylene, et chacun de Rio et 
Rn est indSpendamment H ou Q^alkyle 
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ou bien seront des sels pharmaceutiquement acceptables ou des formes protegees de 
composes de formule generale (IT). 

De preference, R sera NRioRn-C 2 -6alkylene. Les composes pr6f6r6s de formule 
generale (II) sont ceux tels que R est 2-aminoethyle (et en particulier le peptide 
5 SOM 230 de formule cyclo[ {4-(NH 2 -C 2 H4-NH-CO-0-)Pro} -Phg-DTip-Lys-Tyr(4-Bzl)- 
Phe] dont la structure est reproduite plus loin). 

Par « forme protegee » d'un compose de formule generale (J) ou (ET), on entend dans la 
presente demande un analogue de la somatostatine dans lequel au moins Tun des 
groupes amino est prot6g6 et dont la deprotection (qui de pr6f6rence s'effectue d'elle- 
10 meme en milieu physiologique) conduit a un compost de formule generale (I) ou (II). 
Des groupes protecteurs adequats pour groupes amino sont par exemple ceux d6crits 
dans Protective Groups in Organic Synthesis, T.W. Greene, J. Wiley & Sons NY 
(1981), 219-287. Un exemple de tel groupe protecteur pour un groupe amino est le 
groupe acetyle. 

15 Panni les analogues agonistes de la somatostatine utilisables selon l'invention, on peut 
citer plus particulierement le lanreotide, Y octreotide, le vapr6otide, le SOM 230 (voir 
structure ci-apres), le MK-678 (peptide de structure cyclo(N-Me-Ala-Tyr-D-Trp-Lys- 
Val-Phe)), le BIM-23190 (peptide de structure N-hydroxy6thylpip6razinyl-acetyl-D- 
Phe-cyclo[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys]-Thr-NH2), le BIM-23197 (peptide de structure 

20 Hepes-D-Phe-cyclo[Cys-Tyr-D-Trp-.Lys-Abu-Cys3-Thr-NH 2 dans laquelle Abu 
represente Facide aminobutyrique), le BEM-23268 (peptide de structure 
cyclo[Cys-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-Cys]-NH 2 ), le PTR-3 173 (voir structure 
ci-apr&s), le TT-232 (de structure D-Phe-cyclo[Cys-D-Trp-Lys-Cys]-Thr-NH 2 ), et leurs 
sels pharmaceutiquement acceptables ; on peut 6galement citer le peptide synth6tique de 

25 formule c[Tic-Tyr-DTrp-Lys-Abu-Phe] et ses sels pharmaceutiquement acceptables ; on 
peut enfin citer le peptide KE 108 de formule Tyr°-(cyclo-D-Dab-Arg-Phe-Phe-D-Trp- 
Lys-Thr-Phe) d6crit notamment dans Reubi et coll., Eur. J. Pharmacol. (2002), 456, 
45-49. On pr6f6rera tout particulierement employer le lanreotide, l'octreotide ou un de 
leurs sels pharmaceutiquement acceptables, et plus particulierement le lanreotide ou un 

30 de ses sels pharmaceutiquement acceptables. 
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° O ^ O NH 






SOM 230 




Tir 

10 



Trp 



5> 



PTR3173 



10 



15 



De fa?on analogue aux composes de formule generate (I) ou (II), les peptides 
susmentionnes pourront egalement se presenter sous une forme prot6g6e. Le definition 
de la forme proteg6e donn6e plus haut pour les composes de formules generates (I) ou 
(II) est applicable mutatis mutandis. 

Selon une variante preferee de Finvention, ies patientes auxquelles sera destine le 
medicament a base de somatostatine ou d' analogue agoniste de la somatostatine 
mentionn6 precedemment seront des femmes ayant un facteur de risque de menopause 
prficoce, et notamment des femmes ayant des antecedents familiaux de menopause 
precoce. Selon une variante particuliere de 1' invention, les patientes auxquelles sera 
destine le medicament a base de somatostatine ou d' analogue agoniste de la 
somatostatine mentionne precedemment seront des femmes atteintes d'une 
micro-d616tion du chromosome X ou d'un syndrome de Turner partiel. 

Le second interet de la decouverte evoquee precedemment r&side dans ropportunite de 
preparer un medicament a base d'un analogue antagoniste de la somatostatine pour 
accelerer Tentree en croissance des follicules quiescents. En effet, un couple sux six 
parmi ceux qui souhaitent une grossesse presente une difficulte a concevoir. Bien que 
les causes soient multiples, deux types de traitement ont emerge et sont utilises de fa?on 
r6guliere en medecine humaine pour le traitement de la sterilite. Ces traitements, aussi 
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appeles "Assistance Medicale a la Procreation" (AMP), consistent d'abord a induire la 
croissance simultanee de plusieurs follicules pr6-ovulatoires. Ceci permet d'obtenir 
plusieurs ovocytes matures, et done plusieurs embryons, et ainsi d'augmenter les 
chances de conception Ceci est realise par Padministration d'un ou plusieurs 
5 medicaments stimulant la secretion hypophysaire des gonadotrophines (FSH et LH), tel 
qu'un anti-oestrogdne (par exemple le citrate de clomiphene ou le tamoxifene) ou un 
inhibiteur de l'aromatase (par exemple le letrozole, l'anastrazole ou l'ex&nestane). La 
croissance simultanee de plusieurs follicules pre-ovulatoires peut aussi etre induite par 
Tadinimstration d ! une preparation de FSH humaine (extractive ou recombinante) 

10 associee ou non a de la LH. Lorsque les follicules ont atteint une taille pre-ovulatoire, 
selon la cause de la st6rilite, deux options de traitement existent. La premiere est de 
r6aliser une insemination intra-uterine (IIU) et la seconde est de prelever les ovocytes 
dans l'ovaire par aspiration des follicules (entre 5 et 15 ovocytes) et de r6aliser une 
insemination au laboratoire (in vitro), soit par simple co-incubation des ovocytes avec 

15 les spermatozoides du partenaire (FTV) ou par micro-injection d'un spermatozoide 
directement dans Tovocyte (ICSI). L'obtention de plusieurs ovocytes matures est critique 
pour optimiser les taux de succes (taux de grossesse) obtenus par ces traitements ; or 
chez certaines femmes, malgre une stimulation ovarienne approprite, le nombre 
d'ovocytes obteaus est faible voire meme egal a un. Cette difficulte a repondre au 

20 traitement stimulant r6sulte du nombre restreint de follicules en croissance presents 
dans les ovaires de ces patientes. II est done d'un interet therapeutique important de 
pouvoir mobiliser des follicules de la reserve ovarienne et de les faire entrer en phase de 
croissance. 

Un autre objet de la presente invention consiste en Futilisation d ! un analogue 
25 antagoniste de la somatostatine pour preparer un medicament destine a accelerer l ? entr6e 
en croissance des follicules quiescents chez la femme non menopaus6e. 

L f administration d'un tel medicament pendant une periode de 1 a 12 mois chez la 
femme conduira a une augmentation du nombre de follicules en phase de croissance et 
done susceptibles d'etre stimul6s par les traitements standard pour atteindre le stade de 
30 follicules pr6-ovulatoires. 

Une autre application de la capacity des analogues antagonistes de la somatostatine 
d'induire la croissance folliculaire precoce est leur utilisation in vitro dans des cultures 
de follicules pour la production d'ovocytes matures destines k la f6condation. 
L' analogue antagoniste de la somatostatine sera ajout6 au milieu de culture utilis£ pour 
35 soutenir le developpement folliculaire in vitro. L 5 invention concerne done egalement les 
milieux correspondants comprenant un analogue antagoniste de la somatostatine.Par 
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ailleurs, la capacite des analogues antagonistes de la somatostatine d'induire la 
croissance folliculaire precoce peut aussi Stre utilisSe dans le domaine des analyses 
toxicologiques. En particulier, lors de tests de Peffet de nouvelles entites chimiques sur 
la croissance folliculaire, Fajout h l'Schantillon folliculaire d'un analogue antagoniste 
5 de la somatostatine permettra d'accelerer la croissance folliculaire et ainsi d' observer 
plus facilement un effet eventuel de ralentissement de ladite croissance occasionne par 
lesdites nouvelles entites chimiques. 

L'analogue antagoniste de la somatostatine peut 6tre un polypeptide cyclique ou non 
cyclique, une proteine de fusion ou de recombinaison, une entite chimique non 

10 peptidique (i.e. peptidomimetique) ou encore un peptide «SS-like» tel que la 
corticostatine. Les analogues antagonistes a ntiliser devront presenter une haute affinite 
pour le recepteur SST et inhiber Pactivite fonctionnelle de SST14 ou SST28 telle que 
rinhibition de la secretion d f hormone de croissance par des cellules somatotropes de 
Vhypophyse et/ou rinhibition de la proliferation in vitro de cellules d ! ad6nome 

15 hypophysaire. De preference, l'analogue antagoniste de la somatostatine aura une haute 
affinite pour Tensemble ou au moins 2 ou 3 des sous types de recepteurs de la SST ou 
alors une affinity privilegiEe pour au moins Tun des sous-types 1, 2, 3, 4 et 5 (par 
exemple pour le sous-type 2). 

Un analogue antagoniste de la somatostatine utilisable pour preparer selon Pinvention 
20 pourra par exemple etre un peptide de formule generate 

A 1 -cyclo{D-Cys-A 2 ^D-Trp-A 3 -A 4 -Cys}-A 5 -Y 1 

(in) 

dans laquelle : 

A 1 est un a-aminoacide aromatique eventuellement substitu6 ; 
25 A 2 est un a-aminoacide aromatique 6ventuellement substitu6 ; 
A 3 est Dab, Dap, Lys ou Orn ; 
A 4 est /-Hydroxyvaline, Ser, Hser, ou Thr ; 

A 5 est un D- ou L- a-aminoacide aromatique eventuellement substitue ; et 

Y 1 est OH, NH 2 ouNHR 1 , R 1 etant (Ci_ 6 )alkyle ; 

30 chaque a-aminoacide aromatique Eventuellement substitue etant eventuellement 
substitue avec un ou des substituants choisis independamment parmi le groupe compose 
d'un atome halogene et des groupes N0 2j OH, CN, 
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(Ci^)alkyl, (Q- 6 )alkenyle, (C 2 - 6 )alkynyle, (C r6 )alkoxy, Bzl, O-Bzl et NR 9 R 10 , R 9 et 
R 10 6tant chacun ind6pendamment H, O, ou (Ci- 6 ) alkyle; et 

chaque atome d' azote de liaison amide peptidique et le groupe amino de A 1 etant 
eventuellement substitu6 avec un groupe methyle, 6tant entendu qu'il y a au moins un 
5 tel groupe methyle dans un peptide de formule gen&rale (HI) ; 

ou un sel pharmaceutiquement acceptable d'un peptide de formule generate (IH). 

Par "a-aminoacide aromatique", on entend un rSsidu aminoacide de formule 
Z-CH-Z, 

— NH— CH-CO— 

, dans laquelle TL\ est un radical contenant un cycle aromatique et Z2 
est un atome d'hydrogene ou un radical contenant un cycle aromatique. Des exemples 
10 de tels radicaux contenant un cycle aromatique incluent, mais ne sont pas limites a, un 
cycle benz6nique ou pyridine et les structures suivantes avec ou sans un ou des 
substituants X sur le cycle aromatique (X etant, independamment a chaque fois qu'il 
intervient, un atome halogene, N0 2 , CH3, OCH 3 , CF 3 ou OH) : 



p. A> 





/Ail 



15 r , , et n . D'autres exemples d'un 

"a-aminoacide aromatique" selon Tin vention sont des His substitutes, telles que 
MeHis, His (x-Me) ou His (rt-Me). 



D'autres analogues antagonistes de la somatostatine ont ete d£crits notamment dans les 
demandes de brevet PCT WO 98/08528, WO 98/08529, WO 98/24807, WO 98/44921, 
20 WO 98/44922, WO 98/45285 et WO 99/22735, ou encore dans les brevets 
US 6,387,932, US 6,262,229, US 6,063,796, US 6,057,338, US 6,025,372, 
US 5,925,618, US 5,846,934 et US 4,508,711. 

Parmi les analogues antagonistes de la somatostatine utilisables selon Tinvention et 
leurs sels pharmaceutiquement acceptables, on pourra citer plus particulierement : 

25 ❖ les peptides de formule g6n6rale (III) suivants : 

- Cpa-cyc]o(P-Cys-Pal-D-Tip-N-Me-Lys-Thr-Cys]-D-Trp-NH 2 ; 
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- Cpa-cyclo[D-Cys-Tyr-D-Trp- N-Me-Lys-Thr-Cys]-Nal-NH 2 ; 

- Cpa-cyclo[D-Cys-Pal-D-Trp- N-Me-Lys-Thr-Cys]-Nal-NH 2 ; 

❖ le peptide connu sous le nom de code AC-178,335 (de structure acetyl-D-His-D- 
Phe-D-ne-D-Arg-D-Trp-D-Phe-NH 2 ) ; 

5 ❖ Toctapeptide connu sous le nom de code ODN-8 (cf. Fig. 1 de Proc. Natl Acad. Sci. 
USA (2000) 3 97(25), 13973-13978) ; 

❖ le peptide connu sous le nom de code SB-710411 (de structure Cpa-cyclo[D-Cys- 
Pal-D-Trp-Lys-Val-Cysj-Cpa-amide) ; 

❖ le peptide connu sous le nom de code BIM-23056 (de structure representee 
10 ci-apres) ; 

❖ le compose connu sous le nom de code BN-81674 (de structure representee 
ci-apres) ; 

❖ le compost connu sous le nom de code SRA-880 (de structure representee 
ci-apres) ; 

15 et ies sels pharmaceutiquement acceptables de ces derniers. 




NH 2 
BIM 23056 




BN-81674 
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SRA-880 



De fa?on analogue aux composes de formule gfeuerale (I) ou (II), les peptides 
susmentionnes (y cornpris ceux r6pondant a de fommle generate (HI)) pourront 
egalement se presenter sous une forme protegee. Le definition de la forme protegee 
donnee plus haut pour les composes de formules generates (I) ou (II) est applicable 
5 mutatis mutandis. 

Par analogue agoniste de la somatostatine, on entend dans la presente demande un 
compost pour lequel la dose effective DE50 d6teraiinee au test de Teffet agoniste decrit 
plus loin est inferieure ou egale k 1 ^iM pour au moins Tun des sous-recepteurs de la 
somatostatine. 

10 Par analogue antagoniste de la somatostatine, on entend dans la presente demande un 
compose pour lequel la dose effective DE 50 detemiin£e au test de l'effet antagoniste 
decrit plus loin est infSrieure ou egale a 1 \iM pour au moins Tun des sous-r£cepteurs de 
la somatostatine. 

Par sel pharmaceutiquement acceptable, on entend notamment dans la presente 
15 demande des sels d ! addition avec des acides inorganiques tels que chlorhydrate, 
bromhydrate, iodhydrate, sulfate, phosphate, diphosphate et nitrate ou avec des acides 
organiques tels que acetate, mal6ate, fumarate, tartrate, succinate, citrate, lactate, 
m6thanesulfonate, p-toluenesulfonate, pamoate et st6arate. Entrent 6galement dans le 
champ de la presente invention, lorsqu'ils sont utilisables, les sels formes a partir de 
20 bases telles que Vhydroxyde de sodium on de potassium. Pour d f autres exemples de sels 
pharmaceutiquement acceptables, on pent se referer a "Salt selection for basic drugs", 
Int. J. Pharm. (1986), 33, 201-217. 

Selon la presente invention, les preparations pharmaceutiques contenant de la 
somatostatine ou un de ses analogues agonistes ou antagonistes applicables a cette 
25 invention pourront etre administree par voie parenterale (sous cutanee, intra-musculaire, 
intra-peritoneale, intra-veineuse, ou en implant), par voie orale, vaginale, rectale, nasale, 
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sublinguale ou transdermale. La voie vaginale sera preferee car elle permet de delivrer 
des concentrations effectives du principe actif au niveau ovarien tout en minimisant 
l'exposition syst6mique. La somatostatine ou Tanalogue de la somatostatin utilise sera 
formula avec les excipients necessaires et connus de Thomme de Tart, pour permettre 
5 line administration efficace et reproductible pour chaque voie d ! administration. 

La dose d r un produit selon la presente invention, a prevoir pour le traitement des 
maladies ou troubles mentionnes ci-dessus, varie suivant le mode d'administration, Tage 
et le poids corporel du sujet a traiter ainsi que T6tat de ce dernier, et il en sera decide en 
definitive par le medecin ou le veterinaire traitant. Une telle quantite d6terminee par le 
10 medecin ou le veterinaire traitant est appel6e ici "quantite therapeutiquement efficace 11 . 

Les situations typiques suivantes pour une utilisation selon l'invention pourraient 
toutefois etre envisagees : 

❖ Une patiente d' environ 20 a 25 ans (par exemple) presente un syndrome de Turner 
partiel par micro-deletion d'un chromosome X. Sa fonction ovarienne est 

15 apparemment normale avec des cycles ovulatoires r6guliers. Son taux serique de 

FSH est legerement elev6 durant la periode de transition luteo-folliculaire (par 
exemple FSH= environ 9,2 UMitre). L'echographie ovarienne r6alisee par voie 
trans-vaginale montre des ovaires de volume normaux avec un nombre de follicules 
antraux legerement diminue. Considerant son risque eleve de presenter une 

20 menopause precoce, la patiente est trait6e avec de Tacetate de lanreotide a une dose 

de 120 mg/mois (Somatuline® Autogel® 120 mg, Beaufour Ipsen Pharma, France). 
Le traitement est interrompu apres plusieurs annees lorsque la patiente souhaite 
concevoir. 

❖ Une patiente d' environ 35 a 40 ans presente une sterilite primaire depuis plusieurs 
25 annees. Le bilan du couple conclu en une st£rilit6 d'origine tubaire, resultant tres 

probablement d'un antecedent de peritonite. Les cycles menstruels sont ovulatoires 
et le taux serique de FSH est 16gSrement 61ev6 durant la p6riode de transition 
lut6o-folliculaire (par exemple FSH= environ 11,4U1/L). Lechographie ovarienne 
realisee par voie trans-vaginale montre des ovaires de volume legerement diminue 

30 avec un nombre de follicules antraux diminues (environ 3 par ovaire). Un diagnostic 

de diminution de la reserve ovarienne est pos6, Un traitement par fecondation in 
vitro est recommande et la patiente entreprend un traitement de stimulation 
ovarienne par injection quotidienne de 225 unites de FSH recombinante. Au 6 e jour 
de stimulation, une echographie ovarienne montre un seul follicuie en croissance de 

35 14 mm dans Tovaire droit. La dose de FSH est doublee et la patiente est revue 2 

jours plus tard. Un seul follicuie de 18 mm est observe, confirmant une diminution 
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de la r6serve ovarienne. Le traitement est interrompu. Apres retour d ! un cycle 
spontane, un traitement par administration quotidienne d f un analogue antagoniste de 
la somatostatine est initie. Durant ce traitement, le nombre de follicules antraux 
presents dans chaque ovaire est estime par echographie en d6but de chaque cycle 
5 menstrueL Apres 4 mois de traitement, le nombre de follicules antraux est en 

moyenne d'environ 6 par ovaire et la FSH s6rique a diminue. Une stimulation par 
FSH recombinante est initiee, un developpement folliculaire multiple est obtenu, et 
une procedure de fecondation in vitro classique est effectuee. 

❖ Une patiente ayant un syndrome des ovaires polykystiques prSsente des regies tres 
10 peu fr6quentes, une absence d' ovulation, un poids excessif et des signes cutanes 
d'exces d'androgenes tels que acne et hirsutisme. A l'examen echographique du 
pelvis, l'endometre est hyperplasique, les ovaires presentent un volume augment^, 
un stroma augment6, et plus de 10 follicules antraux par section ovarienne. Aucun 
follicule ne presente un diametre superieur a 10 mm. La patiente est traitee avec de 
15 l'ac6tate de lanreotide a une dose de 120 mg/mois (Somatuline® Autogel® 120 mg, 

Beaufour Ipsen Pharma, France). Apres 3 mois de traitement, la patiente est regime 
spontanement. Au 4 e mois de traitement, P6chographie des ovaires indique une 
r6duction du volume ovarien et du nombre de follicules antraux. Un follicule de 
16 mm est observ6. Pendant les 5 e et 6 e mois de traitement, la patiente est regime 
20 regulierement et sa courbe de temperature est biphasique, suggerant une ovulation. 

Au 8 e mois de traitement, la patiente n'est pas reglee et un test de grossesse est 
positif Le traitement avec l'ac6tate de lanreotide est interrompu. 



Abreviations et definitions particuliercs utilisees dans la presente demande : 

Les abreviations des acides amines courants sont en accord avec les recommandations 
25 IUPAC-IUB. Par ailleurs, les definitions pour certaines abr6viations utilisees dans la 
presente demande sont comme suit : 

Abu = acide a-aminobutyrique ; 

Aib = acide a-aminoisobutyrique ; 

/?Ala = /-alanine ; 

30 Amp = 4-amino-phenylalanine ; 

Ava = acide 5-aminovalerique ; 
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Bzl 




benzyle ; 


Cha 





cyclohexylalanine ; 


Cpa 




3 -(4-chiorophenyl)alanine; 


Dab 




acide 2,4-diaminobutyrique ; 


Dap 




acide 2,3-diaminopropionique ; 


Dip 




3,3 f -diph6nylalanine ; 








HSler 




iivju.ivjaC'i jluw , 


1-Nal 




3-f l-nanhthvl^alairine : 


2-Nal 




3-r2-naohthvl^alanitie : 

— » \ XACil-'JULU.A j X J \AX\A-XXXXX\s , 


Nle 




norleucine * 


Nva 




norvaline : 


2-Pal 




3-f2-nvridvna1anine * 


3 -Pal 




3-(3-nvridvnalanine ■ 


4-Pal 




3-(4-pyridyl)alanine ; 


Phg 




-HN-CH(C 6 H 5 )-CO- 


Tfin 




trifluoromethyle ; 


TfinA 




4-trifluorom6tiylph6nyl-alanine ; 


Tic 




acide 1 ,2,3 ,4-tetrahydroisoquinoline-3 -carboxylique. 



20 En outre, NMeLys repr6sente la N-methyl-lysine, dans laquelle F azote de la liaison 
peptidique est methyle (et non 1'azote de la chaine laterale de la lysine). 

Enfm, Tyr(I) represente un residu tyrosine iod6 (par exemple 3-1 -Tyr, 5-I-Tyr, 
3,5-I-Tyr) dans lequel Patome d'iode peut etre un isotope radioactif, par exemple \\ 2 $ 9 
I127 ou Ii3i. 

25 Par ailleurs, le terme "environ" fait reference a un intervalle autour de la valeur 
consideree. Tel qu'utilise dans la pr6sente demande, "environ X" signifie un intervalle 
de X moins 10% deXaX plus 10% de X, et de preference un intervalle de X moins 5% 
deX&Xplus5%de X. 



WO 2005/034989 



-20- 



PCTYFR2004/002536 



Preparation des peptides de formule generate CO : 

Les peptides de formules g6n6rales (I) et (IT) mentionn6es ci-dessus et leur synthese 
sont d6crits entre autres dans les demandes de brevet PCT WO 97/01579 et 
WO 02/10192. 

5 Les peptides de formule generate (III) mentionn6s ci-dessus et leur synthese sont decrits 
dans la demande de brevet PCT WO 02/072602. 



A moms qu f ils ne soient definis d*une autre maniere, tous les termes techniques et 
scientifiques utilises ici ont la meme signification que celle couramment comprise par 
un specialiste ordinaire du domaine auquel appartient cette invention. De meme, toutes 
10 les publications, demandes de brevets, tous les brevets et toutes autres references 
mentionnfees ici sont incorporees par reference. 

Les exemples suivants sont presentes pour illustrer les procedures ci-dessus et ne doit 
en aucun cas §tre consid6r6 comme une limite k la port6e de Finvention. 



EXEMPLES : 
15 Exemple 1 : 

Des ovaires de brebis adultes sont collects immediatement apres abattage. Les ovaires 
sont plac6s dans un milieu de transport d'organes sans s6rum (X-vivo, Bio Whittaker, 
Walkersville, MD, USA) a 10 °C et acheminS au laboratoire. Environ 1 h apres le 
pr61evement, le cortex est isol6 de la medulla puis fractionne en tranches de 2 mm 
20 d^paisseur (1 cm 2 , poids moyen de 212 mg) aprfes rinpage dans du X-vivo neuf. Les 
fragments de cortex sont cultives en etuve sous 5% d'oxygene pendant 10 jours dans des 
boites a puits en presence de DMEM. Le milieu est change tous les 2 jours. 

Dans les fragments controles (incubSes en Tabsence de SST) les follicules primordiaux 
passent progressivement vers le stade de follicules en debut de croissance (voir les 
25 Figures 1 et 2). L'addition de SST14 & des concentrations variant entre 10" 9 M et 10" 6 M 
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inhibe tres significativement Uentr6e des follicules primordiaux en croissance comme le 
montre le maintien au cours du temps du nombre de follicules primordiaux 
(cf. Figure 1) et l'absence d'augmentation du nombre de follicules primaires 
(cf. Figure 2). 

5 Exemple 2 

La procedure employee est la meme que pour Fexemple 1, excepte que la somatostatine 
est remplacee par un de ses analogues agonistes, a savoir le peptide synthetique de 
formule c[Tic-Tyr-DTrp-Lys-Abu-Phe] (ci-apres peptide AGi). 

Dans les fragments controles (incubees en l'absence du peptide AGi) les follicules 
10 primordiaux passent progressivement vers le stade de follicules en debut de croissance 
(cf. Figure 3). L'addition du peptide AGi a une concentration de 10~ 9 M inhibe tres 
significativement Tentree des follicules primordiaux en croissance comme le montre le 
maintien au cours du temps du nombre de follicules primordiaux et Tabsence 
d T augmentation du nombre de follicules primaires (cf. Figure 4). 

15 Exemple 3 

La procedure employee est la meme que pour Fexemple 1, excepte que la somatostatine 
est remplacSe par un de ses analogues antagonistes, & savoir le peptide synth6tique de 
formule Cpa-c(DCys-3-Pal-DTrp-NMeLys-Thr-Cys)-2-Nal-NH 2 (ci-apres peptide 
ANT,). 

20 Dans les fragments controles (incubees en Tabsence du peptide ANTi) les follicules 
primordiaux passent progressivement vers le stade de follicules en debut de croissance 
(cf. Figure 3). L f on constate que Faddition du peptide ANTi a une concentration de 
10~ 6 M accentue Tentree des follicules primordiaux en croissance (cf. Figure 5). 
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Breve description des figures 

La Figure 1 represente les proportions de follicules au repos au cours d'une p6riode de 
10 jours de culture de cortex ovarien de brebis en pr6sence de somatostatine (SST14) ou 
non (controle). Ces proportions sont mesurees pour chaque Echantillon teste au jour du 
5 dEbut de rexp6rience (JO), au 4 e jour (J4), au T jour (J7) et au 10 e jour (J10). 

La Figure 2 represente les proportions de follicules primaires au cours d'une periode de 
10 jours de culture de cortex ovarien de brebis en presence de somatostatine (SST14) ou 
non (contrAle). Ces proportions sont mesurEes pour chaque echantillon teste au jour du 
debut de l'experience (JO), au 4 e jour (J4), au T jour (J7) et au 10 e jour (J10). 

10 La Figure 3 represente les proportions de follicules primordiaux, intermediaires, 
primaires et secondares au cours d'une periode de 10 jours de culture de cortex ovarien 
de brebis en l'absence d'analogue agoniste ou antagoniste de la somatostatins Ces 
proportions sont mesurees pour chaque echantillon teste au jour du debut de 
T experience (JO), au 4 e jour (J4), au T jour (J7) et au 10° jour (J10). 

15 La Figure 4 represente les proportions de follicules primordiaux, intermediaires, 
primaires et secondaires au cours d'une periode de 10 jours de culture de cortex ovarien 
de brebis en presence d'un analogue agoniste de la somatostatine, le peptide synthetique 
de formule c[Tic-Tyr-DTrp-Lys-Abu-Phe] (peptide AGi) ou non. Ces proportions sont 
mesurees pour chaque Echantillon teste au jour du debut de l'experience (JO), au 4 e jour 

20 (J4), au T jour (J7) et an 10 e jour (J10). 

La Figure 5 represente les proportions de follicules primordiaux, intermediaires, 
primaires et secondaires au cours d'une periode de 10 jours de culture de cortex ovarien 
de brebis en presence d'un analogue antagoniste de la somatostatine, le le peptide 
synthetique de formule Cpa-c(DCys-3-Pal-DTrp-NMeLys-Thr-Cys)-2-Nal-NH 2 
25 (peptide ANTi). Ces proportions sont mesurees pour chaque Echantillon teste au jour du 
debut de l'experience (JO), au 4 C jour (J4), au T jour (J7) et au 10 c jour (J10). 
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Tests de determination de l'effet agoniste ou antagoniste d'un analogue de la 
somatostatin 

Inhibition de la production intracellulaire d'AMPc 

Des cellules CHO-K1 exprimant les sous-types de recepteurs de la somatostatine 
5 humaine (SRIF-14) sont cultivees dans des plaques a 24 puits dans un milieu RPMI 
1640 contenant 10% de s6rum foetal de veau. Le milieu est chang6 le jour pr6c6dant 
Texperience. 

Les cellules k raison de 10 5 cellules/puits sont lavees 2 fois avec 0,5 ml de nouveau 
milieu RPMI comprenant 0,2% BSA complete par 0,5 mM de 3-isobutyl- 
10 1-methylxanthine (IBMX) et incub6es pendant environ 5 minutes a environ 37 °C. La 
production dAMP cyclique est stimul6e par Taddition de 1 mM de forskoline (FSK ; 
fournisseur : Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) pendant 15-30 minutes a 
environ 37 °C. 

Determination de I'effet agoniste d'un analogue de la somatostatine 

15 L'effet agoniste d'un analogue de la somatostatine est mesure par l'addition simultan6e 
de FSK (1 \iM) et de V analogue a tester (10 10 M a 10" 5 M). 

Le milieu reactionnel est elimine et 200 ml de HC1 0,1 N sont ajoutes. La quantite 
d'AMPc est mesuree par un test radioimmunologique (Kit FlashPlate SMP001A, New 
England Nuclear, Boston, USA). 

20 Determination de I'effet antagoniste d'un analogue de la somatostatine 

L'effet antagoniste d'un analogue de la somatostatine est mesure par l'addition 
simultanSe de FSK (1 jxM) , SRJF-14 (1 a 10 nM) (fournisseur : Bachem, Torrence, CA, 
USA) et de 1' analogue a tester (10~ 10 M a 10" 5 M). 

Le milieu reactionnel est elimine et 200 ml de HC1 0,1 N sont ajoutes. La quantite 
- 25 dAMPc est mesuree par un test radioimmunologique (Kit FlashPlate SMP001A, New 
England Nuclear, Boston, USA). 
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Revendications 



1. Utilisation de la somatostatine cm d'un de ses analogues agonistes pour pr6parer un 
medicament destine a reguler la reserve folliculaire ovarienne, et en particulier a 
diminuer l'Spuisement de la r6serve folliculaire ovarienne avec le temps, chez la femme 

5 non m6nopausee. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que la somatostatine est 
utilisee pour preparer le medicament. 

3. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'un analogue agoniste de la 
somatostatine est utilise pour preparer le medicament. 

10 4. Utilisation selon la revendication 3, caract6ris6e en ce que V analogue agoniste de la 
somatostatine est un compose de formule generate (I) 

cyclo[A - ZZa - (D/L)Trp - Lys - Xi - X 2 ] (I) 

1 2 3 4 5 6 

dans laquelle : 
15 Xi est un radical de formule (a) ou (b) 



NH — I — CO — NH — | — CO 

— o-ci-y^ CH 2 

CH 3 R, 

(a) (b) 

Ri representant independamment a chaque fois qu'il intervient un radical phenyle 
eventuellement substitu6 dans lequel les substituauts eventuels sont choisis 
20 independamment parmi un atome halogene et les radicaux methyle, 6thyle, methoxy et 
Sthoxy, 

R 2 representant -Zi-CH 2 -Ri, -CH2-CO-O- CH 2 -Ri, 
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Ri 




^ /r 0H 



OH 



Zi etant O on S ; 

X 2 est un oc-aminoacide ayant un residu aromatique sur la chaine laterale C ou une 
unite acide amine choisie parmi Dab, Dpr, Dpm, His, (Bzl)HyPro, thienyl-Ala, 
5 cyclohexyl-Ala et t-butyl-Ala ; 

A est un r6sidu divalent choisi parmi Pro, 



10 R 3 est NR 8 R 9 -C 2 -6alkylene, guanidino-C 2 -6alkylene ou C 2 . 6 alkylene-COOH, R 3a est H, 
Ci-4alkyle ou a independaroment Tune des significations donnees pour R 3 , R 3b est H ou 
Ci-4 alkyle, Ra est OH ou NR 5 R 6 , R b est -(CH 2 )i. 3 - ou -CH(CH 3 >, *U est H ou CH 3 , R4a 
est benzyle 6ventuellement substitue sur le cycle aromatique, chacun de R 5 et R$ est 
independaroment H, d^alkyle, o>amino-Ci_4alkylene, co-hydroxy-Ci^alkylene ou 

15 acyle, R7 est une liaison directe ou C^alkylene, chacun de Rs et R 9 est 
independamment H, C^alkyle, co-hydroxy-C 2 _4alkylene, acyle ou 
CH 2 OH-(CHOH) c -CH 2 - dans lequel c est 0, 1, 2, 3 ou 4, ou Rg et R 9 forment ensemble 
avec l'atome d'azote auquel ils sont attaches un groupe heterocyclique qui peut 
comprendre un h6t6roatome supplemental, et Ri 1 est benzyle eventuellement substitue 

20 sur le cycle aromatique, -(CH 2 )i_ 3 -OH, CH 3 -CH(OH)- ou -(CH 2 )i- 5 -NR 5 R6, et ZZ a est 
une unite a-aminoacide naturelle ou non naturelle ; 

etant entendu que Xi, X 2 et Lys ont chacun la configuration L ; 



(R 3 -NH-CO-0)Pro-, R^N-R^Pro-, HO-R^Pro-, 




R 3a R 3b N-(CH 2 ) 1 . 6 -CO.NH-Pro-, R 3a R 3b N-(CH 2 ) 1 ^S-Pro-, 



R 3 -NH-CO-0-R b -CH(NR 4 )-CO-, R ir CH(NR 4 )-CO- et -NR^-CI^-CO- 



ou bien est un sel pharmaceutiquement acceptable ou une forme protegee d'un compost 
de formule generate (I). 
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5. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que r analogue agoniste de la 
somatostatine est un compose de formule generale (IT) 



dans laquelle R est NRioRn-C2-6alkylene ou guanidine-C2-6alkylene, et chacun de Rio et 
R n est independamment H ou C^alkyle 

5 ou bien est un sel pharmaceutiquement acceptable ou une forme protegee d'un compose 
de formule generale (II). 

6. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que F analogue agoniste de la 
somatostatine est choisi parmi le groupe compose du lanreotide, de Poctr6otide, du 
vapreotide, du SOM 230, du MK-678, du BIM-23190, du BIM-23197, du BIM-23268, 

10 du PTR-3173, du TT-232, du peptide de fonnule c[Tic-Tyr-DTrp-Lys-Abu-Phe], du 
peptide KE 108 de formule Tyr°-(cyclo-D-Dab-Arg-Phe-Phe-D-Trp-Lys — ^Thr-Phe) et 
des sels pharmaceutiquement acceptables et formes protegees de ces derniers. 

7. Utilisation selon la revendication 6, caract6ris6e en ce que Panalogue agoniste de la 
somatostatine est le lanreotide ou un des sels pharmaceutiquement acceptables de ce 

15 dernier. 

8» Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que le medicament 
est destine a etre administr6 a une femme ayant un facteur de risque de menopause 
precoce. 




(H) 
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9. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que le medicament 
est destine a etre administre a une femme atteinte d'une micro-deletion du 
chromosome X. 

10. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que le 
5 m6dicament est destine a etre administre a une femme ayant des ovaires polykystiques, 

11. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce que le 
m6dicament est destin6 a etre administre a une femme sur le point de subir, subissant ou 
ayant subi une chimiotherapie ou une irradiation. 

12. Utilisation de la somatostatine ou d'un de ses analogues agonistes dans des tests 
10 toxicologiques relatifs k un autre compose afin de determiner la presence ou 1' absence 

d'un effet d' acceleration de la croissance folliculaire causee par caus6 par ledit autre 
compost. 

13. Utilisation d'un analogue antagoniste de la somatostatine pour preparer un 
medicament destine a acc61erer Tentree en croissance des follicules quiescents chez la 

1 5 femme non menopaus6e. 

14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que l'anaiogue antagoniste 
de la somatostatine est choisi parmi les peptides de formule generate (HI) 

A 1 -cyclo{D-Cys-A 2 -D-Trp-A 3 -A 4 -Cys}-A 5 -Y 1 
(HI) 

20 dans laqueile : 

A 1 est un a-aminoacide aromatique 6ventuellement substitue ; 

A 2 est un a-aminoacide aromatique eventuellement substitue ; 

A 3 est Dab, Dap, Lys ou Orn ; 

A 4 est ^-Hydroxyvaline, Ser, Hser, ou Thr ; 
25 A 5 est un D- ou a-aminoacide aromatique eventuellement substitue ; et - 

Y 1 est OH, NH 2 ou NHR 1 , R 1 &ant (Ci- 6 )alkyle ; 

chaque ocr-aminoacide aromatique eventuellement substitue etant eventuellement 
substitue avec un ou des substituants choisis independamment parmi le groupe compose 
d'un atome halogene et des groupes N02, OH, CN, 
30 (C 1 . 6 )alkyl, (C 2 - 6 )alkenyle, (C 2 - 6 )alkynyle, (Ci- 6 )alkoxy, Bzl, O-Bzl et NR^ 10 , R 9 et 
R 10 etant chacun independamment H, O, on (Ci- 6 ) alkyle; et 
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chaque atome d' azote de liaison amide peptidique et le groupe amino de A 1 etant 
eventuellement substitu6 avec un groupe methyle, 6tant entendu qu'il y a au moins un 
tel groupe methyle dans un peptide de formule generate (US) ; 

et les sels pharmaceutiquement acceptables et formes protegees de tels peptides. 

5 15. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que Tanalogue antagoniste 
de la somatostatine est choisi parmi le groupe compose : 

❖ les peptides suivants : 

- Cpa-cyclo[P-Cys-Pal-D-Ti^ ; 

- Cpa-cyclo[D-Cys-Tyr-D-Trp- N-Me-Lys-Thr-Cys]-Nal-NH 2 ; 
10 - Cpa-cyclo[D-Cys-Pal-D-Trp- N-Me-Lys-Thr-Cys]-Nal-NH 2 ; 

❖ le peptide connu sous le nom de code AC- 178,335 ; 

❖ l'octapeptide connu sous le nom de code ODN-8 ; 

❖ le peptide connu sous le nom de code SB-71041 1 ; 

❖ le peptide connu sous le nom de code BIM-23056 ; 
15 ❖ le compose connu sous le nom de code BN-8 1674 ; 

❖ le compos6 connu sous le nom de code SRA-880 ; 

et des sels pharmaceutiquement acceptables et formes protegees de ces derniers. 

16. Utilisation d'un analogue antagoniste de la somatostatine pour soutenir le 
developpement folliculaire in vitro. 

20 17. Utilisation d 7 un analogue antagoniste de la somatostatine dans des tests 
toxicologiques relatifs a un autre compose afin de d6terminer la presence ou l'absence 
d'un efFet de rgilentissement de la croissance folliculaire cause par ledit autre compost. 
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